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Opinnäytetyön aiheena on elintarvike-entsyymituotteiden säilyvyys. Entsyymituotteet 
valmistetaan mikrobien tuottamista entsyymeistä. Seurannassa mukana olevia 
mikrobikantoja oli yhteensä 17, joista seurattavia tuote-eriä kertyi yhteensä 58. Tuotteiden 
säilyvyyttä seurataan määrittämällä entsyymin aktiivisuus noin kolmen kuukauden välein, 
kahden vuoden ajan. Euroopan elintarviketurvallisuus viranomainen eli EFSA (European 
Food Safety Authority) rekisteröi elintarvike-entsyymit takaamaan niiden laadun ja 
turvallisuuden elintarviketeollisuuden käytössä. Säilyvyystiedot kerätään EFSA- 
rekisteröintiä ja toimeksiantajan omaa tuoteseurantaa varten. 
 
Entsyymin aktiivisuuden muuttumista tulkittiin pääasiassa aiemmasta seuranta-aineistosta. 
Opinnäytetyön aikaisesta seurannasta tulkittiin kahden eri määritysmenetelmän antamia 
tuloksia yhden tuotteen kohdalla. 
 
Tuloksia havainnollistettiin entsyymin aktiivisuutena ajan funktiona ja tulkittiin käyttämällä 
lineaarista regressioanalyysiä. Havaittiin, että tuotteet säilyvät niille ilmoitetun ajan, mutta 
aktiivisuudessa esiintyi muutoksia seurannan aikana. Regressioanalyysillä selvitettiin, 
johtuivatko nämä muutokset entsyymin aktiivisuuden todellisesta muutoksesta säilytyksen 
aikana vai määritysmenetelmien luontaisesta hajonnasta. Aiemmin seuratuista tuotteista 
toisessa aktiivisuuden muutos oli määritysmenetelmän hajonnasta johtuvaa ja toisessa sitä 
voitiin selittää ajan kulumisella. Koska opinnäytetyön aikana mittatuloksia ei ehtinyt kertyä 
riittävästi, niistä ei ollut mahdollista tehdä luotettavia johtopäätöksiä. Toisen opinnäytetyön 
aikaisen määritysmenetelmän kautta kuitenkin päästiin käsittelemään aktiivisuuden nousua 
kuvaavaa muutosta. 
 
Työ antoi näkemyksiä määritysmenetelmien hajonnasta. Jatkossa voidaan ajatella 
määritysmenetelmien automatisoinnin lisäämistä, jotta saadaan vähennettyä 
aktiivisuusmäärityksen tekijästä johtuvaa tulosten hajontaa. Toinen näkökulma oli 
entsyymin aktiivisuuden muutoksen mallintaminen. Mallin antamaa ennustetta voidaan 
pitää sitä luotettavampana, mitä vähemmän hajontaa määritysmenetelmässä esiintyy. 
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1 Johdanto 
 
Opinnäytetyön toimeksiantaja oli Roal Oy, joka on teknisiä entsyymejä valmistava 
bioteknologia-alan yritys. Opinnäytetyön aihealueena olivat entsyymit ja elintarvike-
entsyymien säilyvyys. Entsyymit ovat proteiineja, joita käytetään monissa 
teollisuussovelluksissa nopeuttamaan reaktioita. Entsyymien toiminnan mahdollistaa 
niiden kolmiulotteinen rakenne. Reaktiot tapahtuvat entsyymien aktiivisessa 
keskuksessa, jossa ne hajottavat tai liittävät yhteen niille spesifisesti sopivia 
substraatteja. Entsyymin toimintaa kutsutaan sen aktiivisuudeksi. Entsyymituotteen 
aktiivisuus laskee ajan myötä, kun kasvava osa sen entsyymeistä menettää 
toimintakykyään rakenteellisen hajoamisen vuoksi. Aktiivisuus voidaan määrittää 
aikayksikköä kohti mittaamalla joko kuluneen substraatin tai muodostuneen 
lopputuotteen määrää. 
 
Opinnäytetyössä perehdyttiin siihen, kuinka entsyymituotteiden aktiivisuudessa 
tapahtuvia muutoksia voidaan tulkita toisaalta säilytysajasta ja toisaalta 
määritysmenetelmien hajonnasta johtuen. Tavoitteena oli laittaa aluille elintarvike-
entsyymituotteiden säilyvyysseuranta, tulkita aikaisemmin saatuja tuloksia sekä verrata 
tämän opinnäytetyön aikaisesta seurannasta saatuja kahden eri määritysmenetelmän 
tuloksia saman entsyymituotteen kohdalla. 
 
Euroopan elintarviketurvallisuusviranomainen eli EFSA (European Food Safety 
Authority) on erillinen Euroopan unionin virasto. Elintarvike-entsyymit rekisteröidään 
EFSA:n kautta, jotta voidaan taata niiden turvallisuus ja laatu elintarvikealan 
tuotannossa ja käytössä. Rekisteröintiä varten tarvitaan tiedot entsyymien teknisistä 
ominaisuuksista ja riskienhallinnasta. Opinnäytetyön arvo yritykselle oli saada yksi 
tärkeä osa rekisteröintiin vaadituista tiedoista aluilleen. Opinnäytetyön käytännön 
työosuus koostui säilyvyysseurannan aloittamisen ja ylläpitämisen lisäksi tulosten 
keräämisestä kirjallisessa ja sähköisessä muodossa sekä aktiivisuusmääritysten 
tekemisestä. 
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KIRJALLINEN OSUUS 
2 Entsyymit 
 
2.1 Entsyymien koostumus 
 
Entsyymit kuten kaikki proteiinit koostuvat aminohapoista. Aminohapot rakentuvat 
keskushiilen ympärille, johon on sitoutuneena karboksyyli- ja aminoryhmä sekä 
sivuryhmä. Aminohappojen sivuryhmät vaikuttavat proteiinin vuorovaikutukseen 
muiden proteiinien ja veden kanssa. Aminohapot muodostavat polypeptidiketjun, jossa 
ne sitoutuvat toisiinsa peptidisidoksilla. Peptidisidoksessa yhden aminohapon 
karboksyyliryhmä on liittynyt toisen aminohapon aminoryhmään. Luonnossa esiintyy 20 
erilaista aminohappoa, josta kaikki erilaiset proteiinit koostuvat. Useimmiten 
polypeptidiketjut sisältävät yli 100 aminohappoa, joten erilaisten yhdistelmien määrä 
on lähes rajaton. (Petsko & Ringe 2009: 3-6.) 
 
2.2 Entsyymien toiminta ja käyttö 
 
Entsyymit nopeuttavat solujen aineenvaihduntareaktioita eli toimivat katalyytteinä. Ne 
nopeuttavat solujen biokemiallisia reaktioita jopa 1017 -kertaisiksi. Entsyymeillä on niin 
kutsuttu aktiivinen keskus, jossa reaktio tapahtuu. Aktiivinen keskus on ikään kuin 
tasku proteiinin pinnalla. Substraatti eli lähtöaine sitoutuu siihen useimmiten heikoilla 
sidoksilla. Reaktiossa substraatti joko hajoaa useaksi lopputuotteeksi (kuva 1) tai 
useammasta substraatista muodostuu yhtenäinen tuote. Entsyymit toimivat spesifisesti 
eli ne hyväksyvät vain tietynlaisia molekyylejä substraateiksi. Entsyymien toimintaa 
auttavat kofaktorit voivat olla metalli-ioneja tai orgaanisia pienmolekyylejä eli 
koentsyymejä. Koentsyymit ovat usein ravinnosta saatavia vitamiineja tai mineraaleja. 
Kofaktorit sitoutuvat lujasti entsyymin aktiiviseen keskukseen, jossa ne osallistuvat 
reaktioihin, mutta eivät kulu tai muutu reaktiossa. Monet entsyymit eivät pysty 
toimimaan ilman kofaktoreita. (Petsko & Ringe 2009: 50, 63-65, 76.) 
 
 
 
3 
 
 
Kuva 1. Entsyymin toiminta. Entsyymin aktiiviseen keskukseen liittyy substraatti, joka hajoaa 
lopputuotteiksi. Kofaktori on tässä esimerkissä edellytyksenä entsyymin toiminnalle. 
 
Entsyymin aktiivisuudella tarkoitetaan entsyymin toimintaa reaktion nopeuttajana. 
Aktiivisuuden määritys tapahtuu määrittämällä kuluneen substraatin tai muodostuneen 
lopputuotteen määrä aikayksikössä. Kvantitatiivisissa määritysmenetelmissä liuoksessa, 
elektrodissa tai paperiliuskalla oleva entsyymi reagoi substraatin kanssa. 
Määritysmenetelmissä reaktiot ovat spesifiä ja ennestään tunnettuja. (Aittomäki ym. 
2002: 53, 106.) 
 
Entsyymejä voidaan hyödyntää monissa bioteknisissä sovelluksissa, joita olisi hankala 
tai mahdoton toteuttaa kemikaalien avulla. Biotekninen prosessi kuluttaa usein 
vähemmän energiaa ja on turvallisempi sekä ympäristöystävällisempi kuin vastaava 
kemiallinen prosessi. Entsyymit ovat luonnollisesti muodostuvia proteiineja, joten ne 
hajoavat aiheuttamatta haittaa ympäristölle. (Aittomäki ym. 2002: 382.) Muutamia 
mainittavia esimerkkejä entsyymeistä sekä niiden käyttökohteista ovat 
pesuaineteollisuuden proteaasit, tärkkelys-, tekstiili-, pesuaine- ja leivontateollisuuden 
amylaasit, sellulaasit ja ksylanaasit, eläinrehujen fytaasit sekä juomateollisuuden 
pektinaasit (Kirk ym. 2002). 
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2.3 Entsyymien rakenne 
 
Proteiinin primaarirakenteella tarkoitetaan aminohappojen järjestystä 
polypeptidiketjussa. Tämän kautta määräytyy proteiinin muoto. Proteiini laskostuu 
tiettyyn muotoon niin, että sen sivuryhmät asettuvat joko rakenteen ulko- tai 
sisäreunoille. (Petsko & Ringe 2009: 3-4.) 
 
Proteiinia stabiloivia rakenteita ovat sen sekundaarirakenteet eli alfakierre ja 
beetalaskos. Molemmissa rakenteissa vuorovaikutusta ylläpitävät vetysidokset. 
Alfakierteessä yhdestä polypeptidiketjusta muodostuu kierteinen, sauvamainen 
rakenne, jossa vetysidos muodostuu hiilen ja hapen välille.  Beetalaskoksessa kahdesta 
tai useammasta, saman tai erisuuntaisesta polypeptidiketjusta muodostuu levymäinen 
rakenne. (Petsko & Ringe 2009: 12-17.) 
 
Tertiaarirakenteessa alfakierteet, beetalaskokset sekä primaariset polypeptidiketjut 
kietoutuvat itsensä ympärille kompaktiin muotoon. Tätä proteiinin 3-ulotteista muotoa 
ylläpitävät enimmäkseen heikot, ei-kovalenttiset sidokset. Entsyymin aktiivisuuden 
edellytyksenä on kuitenkin juuri tämä 3-ulotteinen rakenne ja tätä kautta toimiva 
aktiivinen keskus. Tärkeimmät heikot sidokset ovat van der Waalsin voimat sekä 
vetysidokset. (Petsko & Ringe 2009: 10-11.) 
 
2.4 Rakenteen vaikutus entsyymituotteiden säilyvyyteen 
 
Entsyymituotteen aktiivisuus laskee, kun kasvava osa entsyymeistä menettää 
toimintakykyään. Tämä on havaittavissa aktiivisuusmääritysten kautta. Määrityksessä 
substraattimäärä on vakio, joten selittävänä tekijänä tuloksen pienenemiselle on 
entsyymien toiminnan väheneminen. Joko entsyymit toimivat hitaammin tai osa lakkaa 
toimimasta kokonaan. 
 
Entsyymin toiminnan estyminen johtuu proteiinin rakenteen muutoksesta. Rakenteen 
heikentyminen voi johtua esimerkiksi ajan kulumisesta tai prosesseissa syntyvästä 
denaturaatiosta. Denaturaatiolla tarkoitetaan muuttunutta ympäristöä, kuten 
lämpötilaa tai pH:ta, joka johtaa proteiinin 3-ulotteisen muodon osittaiseen tai 
kokonaiseen avautumiseen. (Petsko & Ringe 2009: 27.) 
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3 Entsyymien tuotto 
 
3.1 Entsyymien tuotto solutasolla 
 
Proteiinit muodostuvat geenien ohjeiden mukaisesti proteiinisynteesissä. Geenit ovat 
deoksiribonukleiinihappoa eli DNA:ta. Nukleiinihapot muodostuvat toisiinsa 
sitoutuneista nukleotidimolekyyleistä. DNA:n nukleotidimolekyylit rakentuvat 
emäksestä, siihen liittyneestä sokerirakenteesta (deoksiriboosi) sekä sokeriin 
liittyneestä fosfaattiryhmästä. Emäspariperiaatteen mukaisesti emäksistä sytosiini ja 
guaniini sekä tymiini ja adeniini voivat sitoutua toisiinsa. Nukleiinihappojuosteen 
emäkset sitoutuvat vetysidoksilla toisen nukleiinihappojuosteen emäksiin muodostaen 
näin DNA:lle sen kaksijuosteisen rakenteen. Kaksijuosteinen DNA on kierteistä, jossa 
keskellä ovat vetysidokset ja laidoilla kovalenttiset, toisiinsa sitoutuneet sokerit ja 
fosfaatit, jotka aina yhtyvät seuraavan nukleotidin sokeriin ja fosfaatiin. 
Ribonukleiinihappo eli RNA on yksijuosteinen nukleiinihappoketju, jossa emäksistä 
tymiini korvautuu urasiililla ja sen sokerirakenne on riboosi. (Heino & Vuento 2007: 40-
41.) 
 
Proteiinin valmistus alkaa transkriptiolla eli lähetti-RNA:n muodostumisella. RNA-
polymeraasi muodostaa DNA:sta emäspariperiaatteen mukaisesti RNA-kopion. DNA:ssa 
on alueita, jotka sisältävät koodattavaa tietoa (eksonit,) ja niiden välillä alueita, joissa 
ei ole koodattavaa tietoa (intronit). Tämän seurauksena myös muodostuva lähetti-
RNA:n sisältää tarpeetonta tietoa, joka poistuu RNA:n silmukoinnissa. Näin lopullinen 
lähetti-RNA koostuu vain koodattavasta tiedosta. RNA-polymeraasi tunnistaa 
transkription aloituskohdan promoottorin avulla ja tunnistaa myös transkription 
lopetuskohdan. (Heino & Vuento 2007: 45-46.) 
 
Proteiinin valmistusohjeen sisältävä lähetti-RNA siirtyy sytoplasmassa ribosomiin. 
Ribosomi koostuu kahdesta osasta, suurempi osa ribosomi-RNA:sta sekä loput 
proteiineista. Ribosomissa lähetti-RNA:n kantama tieto siirtyy kolmen nukleotidin 
jaksoina eli kodoneina. Siirtäjä-RNA kiinnittyy lähetti-RNA:han antikodoniryhmällään. 
Siirtäjä-RNA:n toisessa päässä on kodonia vastaava aminohappo. Siirtäjä-RNA kuljettaa 
lähetin ohjeiden mukaisen määrän aminohappoja ketjuun, jossa ne sitoutuvat toisiinsa 
peptidisidoksin. Kuvassa 2 on esitetty proteiinisynteesin eteneminen. Proteiinisynteesin 
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päättää lopetuskodoni. Tämä saa valmiin proteiinin irtoamaan sekä irrottaa lähetti- ja 
siirtäjä-RNA:n ribosomilta.  (Heino & Vuento 2007: 46-48.) 
 
 
Kuva 2. Proteiinisynteesi (Heino & Vuento 2007: 49, muokattu). 
 
3.2 Entsyymien teollinen tuotanto 
 
Entsyymien teollinen tuotanto toteutetaan mikrobeissa. Mikrobit kasvavat nopeasti ja 
kuluttavat halpoja raaka-aineita. Ne voivat tuottaa suuria määriä proteiinia joko solun 
sisäisesti (intrasellulaariset entsyymit) tai ulkoisesti (ekstrasellulaariset entsyymit). 
Mikrobien geenimuokkauksella on mahdollista saada aikaan mm. haluttujen entsyymien 
ylituotto ja toisaalta estää ei-toivottujen tai haitallisten entsyymien tuotto. Mikrobien 
lisäksi entsyymejä on eristetty kasveista sekä eläinmateriaaleista. Tärkeimmät teollisten 
entsyymien tuottajamikrobit ovat Aspergillus- ja Trichoderma-suvun homeet sekä 
Bacillus-suvun bakteerit. (Aittomäki ym. 2002: 112-114.) 
 
Mikrobien kasvun edellytyksenä ovat sopivat olosuhteet sekä välttämättömien 
ravintoaineiden saatavuus. Mikrobit muokkaavat ravinteista lisääntymisessä tarvittavat 
solukomponentit. Solujen käyttäessä tarjolla olevia ravinteita niistä vapautuu samalla 
aineenvaihduntatuotteita, kuten entsyymejä. Elintärkeiden hiilen ja hapen ohella 
tarvitaan mm. typpeä, vetyä, fosforia, rikkiä ja pieniä määriä hivenaineita kuten 
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sinkkiä. Energialähteenä voi toimia esimerkiksi glukoosi. (Aittomäki ym. 2002: 121-122; 
Doble ym. 2004: 194-195.) 
 
Teollisen mittakaavan mikrobien kasvatus ja entsyymien tuotto tapahtuu 
bioreaktorissa, fermentorissa. Prosessi koostuu kahdesta osasta, kasvatus- ja 
tuottovaiheesta. Kasvatusvaiheessa soluja kasvatetaan syväpakkasessa olevasta 
kannasta tai jääkaapissa säilytetyistä viljelmistä. Solujen määrää kasvatetaan 
siirtämällä niitä asteittain isompaan liuostilavuuteen, kunnes saavutetaan haluttu 
solupopulaatio. Sen jälkeen solut siirretään varsinaiseen tuotantoreaktoriin. Kuvassa 3 
on esitetty yksinkertaistetusti tuotantoreaktorin rakenne. (Aittomäki ym. 2002: 118, 
147.) 
 
 
Kuva 3. Tuotantoreaktori eli fermentori (Aittomäki ym. 2002: 118). 
 
Fermentointi voidaan toteuttaa joko panosprosessina, jatkuvatoimisena prosessina tai 
panossyöttöprosessina. Panosprosessissa ravinteet ja mikrobit syötetään reaktion 
alussa fermentoriin. Kasvatuksen olosuhteet säädetään sopiviksi ja niitä ylläpidetään 
tietyn ajan. Kasvatus koostuu viipymävaiheesta, eksponentiaalisen kasvun vaiheesta 
sekä lopetusvaiheesta. Jatkuvatoimisessa prosessissa raaka-aineita ja kasvatusta 
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sääteleviä aineita lisätään ja poistetaan keskeytyksettä pitäen fermentorin liuostilavuus 
vakiona. Jatkuvatoimisen prosessin riskinä ovat kontaminaatiot. Panossyöttöprosessissa 
lisätään ravinteita kasvatuksen aikana joko jatkuvasti tai sykäyksittäin. Tämä kasvattaa 
liuostilavuutta, mutta antaa mahdollisuuden säädellä kasvatuksen kulkua. (Aittomäki 
ym. 2002: 125-131; Doble ym. 2004: 170-171.) 
 
Fermentorista suoraan mitattavia suureita ovat lämpötila, pH, paine, liuenneen hapen 
pitoisuus sekä ilmastus- ja virtausnopeus. Entsyymin muodostumista ei voida seurata 
reaaliaikaisesti, vaan se on määritettävä jälkikäteen fermentorista otetuista näytteistä 
tai mallintamalla prosessia. Fermentoinnit on suunniteltava ja toteutettava niin, että 
jokainen mittaus, aineiden lisäys ja poisto sekä näytteiden otto on mahdollista tehdä 
aseptisesti. (Aittomäki ym. 2002: 16, 137.) 
 
Fermentoinnissa tuotetut entsyymit kerätään talteen jälkikäsittelyprosesseissa. 
Ensimmäisessä jälkikäsittelyvaiheessa kasvatusliuoksesta erotetaan entsyymit sekä 
niitä tuottaneet solut toisistaan. Tätä seuraa entsyymien konsentrointi, puhdistus sekä 
mahdollinen kuivaus. Konsentrointi tuo taloudellista etua, kun jatkossa käsiteltävä 
nestetilavuus pienenee. (Aittomäki ym. 2002: 183; Doble ym. 2004: 200.) 
4 Entsyymituotteiden säilyvyys ja säilyvyyden kehittäminen 
 
Suuri osa luonnollisesti syntyvistä entsyymeistä on sopeutunut toimimaan elävässä 
solussa, miedoissa olosuhteissa ja ne sopivat siten huonosti suoraan teollisuuden 
sovelluksiin. Teollisuudessa on usein ääriolosuhteita pH:n, lämpötilan ja 
suolapitoisuuden suhteen.  (Lehmann & Wyss 2001: 371.) Tämä on luonut tarpeen 
kehittää kestävämpiä entsyymejä. Entsyymituotteen säilyvyyttä voidaan tarkastella 
kahdelta kannalta, tuotteen mikrobiologisen laadun tai entsyymin aktiivisuuden 
säilymisen kannalta. Tässä opinnäytetyössä keskitytään entsyymin aktiivisuuden 
säilymiseen. 
 
Entsyymituotteen aktiivisuuden säilymistä voidaan parantaa kahdella tavalla. 
Ensimmäinen on tuottajamikrobin muokkaus geneettisesti ennen entsyymin tuottoa ja 
toinen on valmiin tuotteen muokkaus jälkikäteen. 
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4.1 Tuottajamikrobin muokkaus geenitekniikan avulla 
 
Geenitekniikka on ollut edistämässä teollisuusentsyymien käyttöä. Teollisuuden 
käytössä olevien entsyymien kirjoa on laajennettu luonnon mikro-organismeista. 
Entsyymejä on muokattu tietoisesti haluttuun suuntaan 1980-luvulta lähtien. 
Proteiinimuokkaus perustuu pitkälti tietämykseen proteiinin rakenteesta ja sen 
muokkaamisen ilmentymistä proteiinin omaisuuksissa. Proteiinimuokkaus on 
mahdollistanut entsyymien soveltuvuuden teollisuuden prosessiolosuhteisiin. (Kirk ym. 
2002.) 
 
Perinteisen järkevän suunnittelun (rational design) lisäksi 2000-luvulla on perehdytty 
kehittämään uusimpia proteiinimuokkauksen keinoja, kuten ohjattua evoluutiota (Kirk 
ym. 2002). Kirk ym. arvioivat vuonna 2002 näiden yhdistelmän sekä luonnon 
monimuotoisuuden olevan vallitsevassa asemassa proteiinimuokkauksen saralla 
jatkossa. Proteiinin muokkauksessa on erilaisia lähtökohtia, jonka mukaan käytettävä 
metodi valitaan. Proteiinin rakenne ja sen vaikutukset ominaisuuksiin voidaan tuntea 
hyvinkin tarkasti tai proteiinin rakenne ja näin ollen toiminta voi olla osittain 
tuntematonta. Ohjattua evoluutiota voidaan soveltaa tuntemattomankin 
proteiinirakenteen muokkaamiseen. (Alberghina & Lotti 2000: 3.) Tarkoituksena on 
muokata entsyymin rakennetta niin, että sen stabiilisuutta ylläpitävät rakenteet ja 
sidokset vahvistuvat. Muokkaamalla polypetpidiketjun primäärirakennetta aiheutetaan 
muutoksia proteiinin laskostumisessa ja laskosten välillä oleviin sidoksiin. 
 
4.1.1 Tunnetun proteiinirakenteen muokkaaminen 
 
Rakenteeltaan tunnetun proteiinin muokkauksessa on erityisen tärkeää rakenteen ja 
toiminnan välisen yhteyden tunteminen ja ymmärtäminen. Tämä mahdollistaa 
suunnitelmallisen muokkauksen, mutta toisaalta voi toimia rajoittavana tekijänä 
rakenteen monimutkaisuuden vuoksi. (Chica ym. 2005: 378.) 
 
Pääpiirteittäin proteiinin muokkauksessa tehdään halutun ominaisuuden geeniin 
muutos joko lisäämällä, poistamalla tai vaihtamalla yksi tai useampi aminohappo 
käyttäen mutageneesiä. Aminohapon tai –happojen aiheuttamat muutokset ovat 
määritettävissä etukäteen. (Alberghina & Lotti 2000: 2.) Mutageneesissä DNA:han 
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aiheutetaan keinotekoisesti pysyviä muutoksia esimerkiksi käyttämällä säteilytystä tai 
kemikaaleja (Ulmanen ym. 2004: 171-172). 
 
Proteiinin muokkauksessa tärkeässä osassa on korkean resoluution 3D-mallintaminen. 
Mallintamalla proteiinin rakenne voidaan ennustaa, miten geneettinen muokkaus tulee 
vaikuttamaan proteiinin rakenteeseen ja sitä kautta sen toimintaan. Lähellä aktiivista 
keskusta olevien aminohappojen muokkaus tuo muutoksia useimmiten entsyymin 
aktiivisuuteen ja spesifisyyteen, kun taas kauempana aktiivisesta keskuksesta 
muokkaukset vaikuttavat entsyymin stabiilisuuteen eli säilyvyyteen. Mallintaminen 
mahdollistaa myös usean samanaikaisen muutoksen tutkimisen. Mallintaminen tuo 
taloudellista etua, kun tutkimusta ei tarvitse todellisuudessa suorittaa käytännön 
kokeiden kautta. (Bommarius ym. 2011: 194; Marshall ym. 2003: 212-213.) 
 
4.1.2 Ohjattu evoluutio 
 
Ohjatun evoluution ajatus on toteuttaa luonnollista evoluutiota ja ympäristöön 
sopeutumista nopeammin ja tarkasteltavassa muodossa, kuten koeputkessa, sekä 
ohjata muutosta haluttuun suuntaan. Tarkoituksena on kehittää mikro-organismilla 
olevaa haluttua ominaisuutta vielä paremmaksi. Ohjattu evoluutio ei edellytä tarkkaa 
tuntemusta muokattavan proteiinin rakenteesta ja sen vaikutuksista proteiinin 
ominaisuuksiin. Sattumanvaraisten mutaatioiden kautta luodaan geenikirjasto, josta 
seulotaan haluttuja ominaisuuksia sisältävät mikro-organismit. (Lehman & Wyss 2001: 
372.) 
 
Geenikirjastolla tarkoitetaan yleisesti geenien kokoelmaa, josta on mahdollista eristää 
ja monistaa valittuja osia. Geenikirjasto on mahdollista luoda esimerkiksi vain tietystä 
mikro-organismin geenistä ja sen eri variaatioista. Geenikirjastoiden luomiseen on 
nykyisin laajalti eri keinoja. Ohjatun evoluution haasteeksi onkin osoittautunut 
haluttujen ominaisuuksien haarukoiminen laajoista geenikirjastoista. (Aharoni ym. 
2005.) 
 
Isäntäsolun geenistä luodaan sattumanvaraisen mutaation kautta geenikirjasto, josta 
valitaan parhaiten haluttuja ominaisuuksia ilmentävä geenivariaatio. Sattumanvaraista 
mutaatiota jatketaan valitun geenivariaation kohdalla. Tarvittavien mutaatioiden ja 
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seulontojen kierrosten lukumäärä voi vaihdella. Eräässä tutkimuksessa todettiin 
kahdesta mutantista toisen sisältävän kuusi ja toisen seitsemän aminohapon muutosta 
vain kahden kierroksen jälkeen. (Lehmann & Wyss 2001: 372.) 
 
Geenikirjastosta oikean variaation löytämiseen voidaan käyttää menetelmänä seulontaa 
tai valintaa. Seulonta kohdistetaan yksittäiseen geeniin, kun taas valinta kohdistuu 
koko geenikirjastoon. Huomioon otettavia asioita ovat menetelmän kohdentaminen 
oikein sekä herkkyys. Tarkoituksena on geenin, sen koodaaman entsyymin ja kyseessä 
olevan entsyymin lopputuotteen välisen yhteyden todentaminen samasta mutantista. 
(Aharoni ym. 2005.) 
 
4.2 Valmiin entsyymituotteen formulointi säilyvyyden parantamiseksi 
 
Formuloinnilla tarkoitetaan lopullisen entsyymituotteen muokkaamista. Lopulliset 
entsyymituotteet ovat joko kuivattuina jauheina tai raemaisina, kapseloituina 
granuloina tai nestemäisessä muodossa konsentraatteina.  Jälkikäsittelyprosesseihin 
lukeutuvalla formuloinnilla pyritään parantamaan tuotteiden puhtautta ja säilyvyyttä. 
Lisäksi formuloinnilla voidaan vaikuttaa lopputuotteen ulkonäköön, kuten esimerkiksi 
väriin tai nestemäisten tuotteiden kirkkauteen. Formulointi tehdään entsyymituotteen 
kestävyyden ja käyttökohteen olosuhteiden mukaisissa rajoissa. (Aittomäki ym. 2002: 
183, 201; Maurer 2004.) 
 
Kuivatut tuotteet säilyvät yleensä nestemäisiä paremmin. Spraykuivaaminen on yksi 
yleisimmin käytetyistä kuivausmenetelmistä. Nestemäinen entsyymiliuos syötetään 
suuttimen kautta kuumaan ilmavirtaan, joka haihduttaa nesteen pisarasta, jolloin 
jäljelle jää jauhemainen entsyymituote. Kuivauksen korkeista lämpötiloista johtuen 
riskinä on entsyymirakenteen laskosten avautuminen, joka estäisi entsyymin toiminnan. 
Inaktivoitumista voidaan välttää määrittämällä tarkasti kuivauksen parametrit, kuten 
syöttönopeus, lämpötila ja pisaran koko. Inaktivoitumista voidaan lisäksi estää 
sekoittamalla entsyymiliuokseen ennen kuivausta entsyymin stabiilisuutta parantavia 
komponentteja. (Sloth ym. 2008.) 
 
Nestemäisessä tuotteessa keskitytään muokkaamaan entsyymejä ympäröivää tilaa. 
Esimerkiksi yleisimmän pesuaine-entsyymin, proteaasin, säilyvyyttä nestemäisessä 
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muodossa voidaan parantaa vähentämällä vapaan veden määrää, joka aiheuttaa 
proteiinin hajoamista, tai käyttämällä inhibiittoreita, joiden vaikutukset ovat kuitenkin 
peruttavissa. Inhibiittorit estävät entsyymin toimintaa, joka saattaisi muuten käynnistyä 
nestemäissä ympäristössä. Inhibiittoreina voi toimia boraatti tai fenyyliboorihapon 
johdannainen. Pesuaineissa käytetyt pintajännitystä vähentävät aineet, surfaktantit, 
voivat osaltaan haitata proteaasien säilyvyyttä. (Mauerer 2004.) 
 
Valmiin entsyymituotteen tarkkaa koostumusta ei usein voida kertoa tarkasti sen 
kaupallisen merkittävyyden vuoksi (Sloth ym. 2008). Formuloinnissa tuotteeseen 
saatetaan lisätä stabiloivia aineita, kuten sokerialkoholeja ja suoloja, erilaisia 
kantajamateriaaleja sekä tiettyjä liukenevia komponentteja (Aittomäki ym. 2002: 201-
202; Solth ym. 2008). 
5 EFSA-rekisteröinti 
 
20.1.2009 astui voimaan päätös, jonka mukaan Euroopan 
elintarviketurvallisuusviranomainen eli EFSA (European Food Safety Authority) arvioi 
Euroopan unionin alueella markkinoilla nykyisin olevien ja uusien elintarvike-
entsyymien turvallisuuden. Toimijoiden tulee kerätä kaikki tarvittavat tiedot ja jättää 
hakemuksensa EFSA:aan 11.9.2013 mennessä. Hyväksytyt elintarvike-entsyymituotteet 
kerätään tulevalle EU-listalle. (Framework Regulation on food enzymes 2012.) 
 
5.1 EFSA 
 
Euroopan elintarviketurvallisuusviranomainen on erillinen EU:n virasto. Se luotiin 
vuonna 2002 osana laajaa ohjelmaa usean 1990-luvun lopulla sattuneen 
elintarvikekriisin jälkeen parantamaan elintarvikkeiden turvallisuutta, takaamaan 
korkeatasoinen kuluttajansuoja sekä palauttamaan kuluttajien luottamusta 
elintarvikkeiden turvallisuuteen EU:ssa. EFSA toimii riskienarvioijana, joka tuottaa 
tieteellisiä mielipiteitä ja neuvoja tukemaan EU-politiikkoja ja -lainsäädäntöä sekä 
Euroopan komissiota, Euroopan parlamenttia ja EU-maita tehokkaiden riskinhallintaa 
koskevien päätösten teossa. EFSA:n toimiala kattaa elintarvikkeiden ja rehujen 
turvallisuuden, ravitsemuksen, eläinten terveyden ja hyvinvoinnin sekä kasvien 
suojelun ja terveyden. (About EFSA 2012.) 
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5.2 Rekisteröinti 
 
Rekisteröinnin tarkoituksena on taata tuotteiden laatu ja turvallisuus. 
Rekisteröintipyynnöt tulevat EFSA:lle muilta yrityksiltä ja tahoilta, jotka lopulta toimivat 
EFSA:n keräämien tietojen pohjalta. (About EFSA: What we do 2012.) Tällä hetkellä 
rekisteröinti on maksutonta (Applications helpdesk: Regulated food ingredient 
applications 2012). 
 
EFSA:n kautta rekisteröidään seuraavia: 
- Eläimistä tulevat sivutuotteet, joita ei ole tarkoitettu ihmisille, mutta käytetään 
teknisten tai teollisten sovellusten valmistamisessa 
- Elintarvikkeiden pinnalta mikrobeja poistavat aineet pois lukien juomakelpoinen 
vesi 
- Rehujen lisäaineet 
- Elintarvikkeiden kanssa kosketuksiin joutuvat materiaalit 
- Elintarvikelisäaineet, -entsyymit ja -aromit 
- Elintarvikkeisiin lisätyt vitamiinit ja mineraalit 
- Elintarvikkeiden valmistusprosessit ja apusovellukset 
- Elintarvikkeissa, rehuissa tai viljelyssä käytetyt geenimuunnellut organismit 
- Tieteeseen perustuvat väittämät ravitsemuksesta ja terveydestä 
- Kasviensuojeluun käytettyjen aineiden koostumus 
- Kasvi- ja eläinperäisten tuotteiden torjunta-ainejäämät 
(Applications helpdesk 2012.) 
 
5.3 Elintarvike-entsyymien rekisteröinti 
 
Elintarvike-entsyymeistä tehdään hakemus, jonka kelpoisuuden Euroopan Komission 
riskienhallinnan yksikkö tarkistaa. EFSA laatii lausunnon elintarvike-entsyymien 
soveltuvuudesta elintarviketeollisuuden käyttöön. Komissio ja jäsenmaat laativat 
asetuksen, joka sisältää tiedon hyväksytyistä elintarvike-entsyymeistä. Hyväksyttyjen 
entsyymien lista tulee myöhemmin julkiseksi, ja elintarviketeollisuudessa on luvallista 
käyttää vain EU:n alueella hyväksyttyjä entsyymejä. 
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Elintarvike-entsyymien rekisteröinnin käynnistysmenetelmät on esitetty komission 
asetuksessa 234/2011, josta on koottuna tiivistetysti tiedot alla. Asetus sisältää 
aikarajat sekä vaatimukset tehtäville toimenpiteille. 
 
Elintarvike-entsyymin rekisteröintiä varten hakemukseen tarvitaan tiedot entsyymin 
teknisistä ominaisuuksista ja riskienhallinnasta. Teknisten ominaisuuksien ja 
riskienhallinnan alle sisältyy otsikkotasolla entsyymin identifiointi, raaka-aineet ja 
valmistusprosessi, tiedot reaktioista elintarvikkeissa, tarvittavat olosuhteet 
elintarvikkeiden valmistusprosessissa ja mahdollisuuksien mukaan käytön normaali- ja 
maksimimäärät, olemassa olevat luvat ja arviot sekä tiedot altistumisesta ruokavalion 
kautta, toksikologisista testauksista ja allergeenisyydestä. Lisäksi hakemuksessa tulee 
olla mukana saatekirje, tieto hakemuksen laajuudesta, tiivistelmä hakemuksesta, 
yrityksen yhteystiedot, lähteet sekä mahdolliset salapitovelvollisuuteen liittyvät tiedot. 
(Komission asetus ((EU) N:o 234/2011.) Elintarvike-entsyymituotteiden säilyvyystiedot 
kuuluvat teknisten ominaisuuksien alle kohtaan entsyymin identifiointi, tarkennettuna 
entsyymin kemiallisen koostumuksen, ominaisuuksien ja teknisten tietojen yhteyteen. 
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KÄYTÄNNÖN OSUUS 
6 Prosessikuvaus entsyymituotteiden säilyvyyden seuraamisesta 
 
6.1 Työturvallisuus 
 
Entsyymituotteiden käsittelyssä ja säilytyksessä on noudatettava varovaisuutta. 
Erityisesti kuivatut entsyymituotteet voivat aiheuttaa herkistymistä ja johtaa allergisiin 
oireisiin. 
 
Nestemäiset entsyymituotteet on säilytettävä suljetuissa astioissa asianmukaisesti 
kylmähuoneessa (noin +4 °C). Käsiteltäessä nestemäistä entsyymituotetta on 
käytettävä suojakäsineitä sekä -laseja. 
 
Jauhemaiset entsyymituotteet on säilytettävä suljetussa tilassa. Jauhemaisia 
entsyymituotteita käsiteltäessä on käytettävä suojakäsineitä ja -laseja sekä 
hengityssuojainta suojausluokaltaan FFP3. Lisäksi on suositeltavaa pukea ylle 
vaatetusta ja hiuksia suojaava vaatekerta sekä hiuspäähine. Nesteeseen liuotettuna 
jauhemaisiin entsyymituotteisiin pätevät samat suojautumisohjeet kuin nestemäisiin. 
 
Lisäksi on otettava huomioon entsyymin aktiivisuutta määritettäessä käytettävien 
reagenssin ominaisuudet. Reagensseja on käsiteltävä ohjeiden mukaisesti ja 
noudatettava yleisiä laboratorion käytäntöjä sekä -suojautumisohjeita. 
 
6.2 Yleiskatsaus 
 
Elintarvike-entsyymituotteiden fysikaalisesta säilyvyydestä ei ollut aikaisempaa kattavaa 
tietoa. Elintarvike-entsyymituotteiden kohdalla on aikaisemmin keskitytty pääasiassa 
tuotteiden mikrobiologiseen säilyvyyteen, mikä ensisijaisesti takaa tuotteiden 
turvallisuuden. 
 
Tämän työn lähtökohtana oli kartoittaa jo olemassa oleva tieto elintarvike-
entsyymituotteiden säilyvyydestä ja luoda prosessi loppujen tuotteiden systemaattiseen 
testaamiseen. Entsyymiaktiivisuuksista tehtiin Exceliin tuote-eräkohtainen 
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seurantataulukko, kerättiin tulokset WiLabLIMS-ohjelmaan (LIMS = Laboratory 
Information Management System) sekä pidettiin tuloksista kirjaa käsin. Lisäksi luotiin 
prosessikuvaus säilyvyysseurannan käynnistämisestä ja ylläpitämisestä. 
 
Alkuselvitys tehtiin pääasiassa Roal Oy:n sisäisistä tiedoista. Tietolähteinä olivat 
olemassa olevat tallennetut tiedostot aikaisemmasta seuranta-aineistosta. Selvityksen 
mukaan pienestä osasta rekisteröitäviä elintarvike-entsyymituotteita säilyvyystiedot 
olivat jo olemassa. 
 
6.2.1 Mikrobikanta, entsyymi sekä entsyymituote 
 
Muokkaamalla mikro-organismin ominaisuuksia geneettisesti saadaan luotuja uusia 
kantoja. Muunnellun kannan tuottamat entsyymit voivat esimerkiksi sietää paremmin 
olosuhdemuutoksia kuin muuntelemattoman. Eri kannat voivat tosin tuottaa samaa 
substraattia pilkkovia entsyymejä. Nämä entsyymit eroavat toisistaan esimerkiksi 
spesifisyyden sekä pH- ja lämpötilaominaisuuksien osalta. Tuotetusta entsyymistä 
valmistetaan eri elintarvike-entsyymituotteita. Saman kannan kasvatusliuoksesta 
peräisin olevat tuotteet eroavat toisistaan muiden, lisättyjen aineiden perusteella. 
Vaikka lisätyt aineet olisivatkin samoja, niiden suhteet voivat vaihdella eri tuotteiden 
välillä. 
 
6.2.2 Säilyvyysseurannan elintarvike-entsyymituotteet 
 
Säilyvyystietoja kerättiin EFSA:n ohjeiden mukaisesti entsyymeistä, jotka on tuotettu 
17:sta rekisteröitävästä mikrobikannasta. Jokaisesta kannasta oli ohjeena kerätä 
kolmen eri lopputuotteen ja niistä kolmen eri erän säilyvyystiedot. Säilyvyystietoja 
tarvitaan entsyymeistä eri formulaatioissa laajalti, jotta voidaan tehdä riittävä ja 
edustava riskinarviointi. Jokaisen mikrobikannan kohdalla ei kuitenkaan ollut 
mahdollista seurata tavoitteiden mukaista määrää tuotteita ja eriä, koska tuotteita ja 
eriä valmistetaan myynnin ja tarpeen mukaisesti. Osalla tuotteista ei ole jatkuvaa 
menekkiä, ja näin ollen niitä tuotetaan harvemmin. 
 
Tuotteista otettiin yhdellä kertaa edustava näyte, jota käytettiin koko seurannan ajan. 
Tarkoituksena oli, että tulokset olisivat näytekohtaisesti vertailukelpoisia.Yleisesti 
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säilyvyysseurannan ajatuksena on seurata, pysyykö tulos samalla tasolla seurannan 
aikana vai lähteekö se mahdollisesti laskemaan ja kuinka paljon. 
 
Rekisteröitäviä entsyymejä oli sekä jauheina että nesteinä. Jauhetuotteita oli 17, joista 
seurattiin 15:ta tuotetta, joista yhteensä 38:aa erää. Nestetuotteita oli 12, joista 
seurattiin 10:tä tuotetta, joista yhteensä 20:tä erää. Yhteensä seurattavia näytteitä oli 
58. Opinnäytetyön alkaessa seurannassa mukana olevat tuotteet on esitettyinä 
taulukossa 1. Seurantaan kerättiin tuotannon mukaan lisää näytteitä varmistamaan, 
että jokaisesta mikrobikannasta olisi vähintään yksi seurattava tuote tai täydentämään 
jo olemassa olevia tuotteita. Tarkoituksena on myöhemmin systemaattisesti laajentaa 
säilyvyysseuranta koskemaan kaikkia entsyymituotteita. 
 
Taulukko 1. Kauppanimittäin elintarvike-entsyymituotteet, joita seurattiin EFSA-rekisteröintiä 
varten. Tuotteet on jaettu taulukossa jauhemaisiin ja nestemäisiin. 
Elintarvike-entsyymituotteet 
Jauhemaiset Nesteet 
Rohalase Barley P Rohament CL 
Rohalase BX GC 1000 Mannanase 
Rohavin VR-BX Rohalase Barley L 
Rohavin VR-C Rohalase F 
Veron 191  Rohalase PL-xtra 
Veron 191 S (HQ)  Rohalase SEP-HT 
Veron CP Rohalase WP 
Veron Futura  Rohament GE 
Veron HTX Rohapect DA12L 
Veron KIM Rohapect MA Plus HC 
Veron MAC Rohapect MA Plus T 
Veron NBX Rohapect PTE 100 
Veron RL   
Veron RL Ultra   
Veron SA   
Veron Special   
Veron XL    
 
Taulukossa 1 mainittuja, Roal Oy:n valmistamia elintarvike-entsyymejä käytetään mm. 
leivontateknologiassa, mehu- ja juomateollisuudessa, panimoteollisuudessa sekä viinien 
valmistuksessa (Elintarvike-entsyymit 2012). 
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6.3 Toiminnankuvaus ja järjestelyt 
 
Kuvassa 4 on esitettynä kaavio säilyvyysseurannan käynnistämisestä ja siinä huomioon 
otettavista asioista. 
 
 
Kuva 4. Prosessikaavio säilyvyysseurannan käynnistämisestä ja ylläpitämisestä. 
 
Kaikki entsyymit, joita käytetään elintarviketuotteissa tai niiden valmistuksessa, on 
rekisteröitävä mikrobikantakohtaisesti. Laadunvalvonnan laboratoriokoordinaattori 
valitsi rekisteröitävien kantojen perusteella niistä seurattavat tuotteet. Tuotteet valittiin 
ensisijaisesti sen perusteella, että ne sisältäisivät vain yhtä, rekisteröitävää entsyymiä. 
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Tämä ei kuitenkaan ollut jokaisen entsyymin kohdalla mahdollista. Silloin tuotteeksi 
valittiin seos eli tuote, joka sisälsi rekisteröitävän entsyymin lisäksi jotain toista 
entsyymiä. Seurantaan otettiin jokaista kantaa kohti 1–3 eri tuotetta eli entsyymiä eri 
formulaatiossa. 
 
Tuotteissa entsyymin aktiivisuus määritettiin vain rekisteröitävän entsyymin osalta, 
vaikka niissä saattoi olla muitakin aktiivisuuksia. Poikkeuksina olivat eräät tuotteet, 
joista tehtiin kaksi aktiivisuusmääritystä seurannan ajan. Molemmat tuotteet oli 
valmistettu samoista, kahden kannan entsyymeistä. Nämä tuotteet ilmoitettiin, kahteen 
kertaan entsyymien rekisteröitiin, kerran kummankin kannan alle.  
Aktiivisuusmääritykset tehtiin Roal Oy:n menetelmäohjeiden mukaisesti. Tehtäviä 
aktiivisuusmäärityksiä oli yhteensä 13 erilaista.  
 
Jauhemaisille entsyymituotteille valittiin mittatiheydeksi 0, 3, 6, 9, 12, 18 ja 24 
kuukautta ja nestemäisille tuotteille vastaavasti 0, 1, 3, 6, 9 ja 12 kuukautta. Lisäksi 
laadunvalvonnan laboratoriokoordinaattori ilmoitti, että seurantaa jatketaan 
tarvittaessa. Laadunvalvonnanlaboratoriossa tehdään aina automaattisesti 0 kk:n 
mittaus, sillä se on tulos, joka tarvitaan tuotteen myyntiin. Seurannan mittaukset oli 
tuotava esille laboratoriossa aikataulun mukaisesti. Aikataulua ylläpidettiin Exceliin 
luodulla kalenterilla. 
 
Tuotteista otettiin edustava näyte ja analyyseihin käytettiin samaa näytettä koko 
seurannan ajan. Tämän tarkoituksena oli vähentää näytteenotosta aiheutuvia eroja 
aktiivisuusmääritysten tekijöiden välillä. Jauhemaisia tuotteita säilytettiin 
huoneenlämmössä, suljetussa JEK (jauhemaisten entsyymien käsittely) -tilassa. 
Jauhemaiset näytteet koottiin vastanäytevarastosta ja JEK-tilassa säilytettiin noin 15 
g:aa jauhetta kannellisissa muovisissa purkeissa (kuva 5a). Vastanäytevarasto on 
paikka, jossa säilytetään jokaisesta tuotteesta näytettä mahdollisia 
aktiivisuudentarkistuspyyntöjä varten. Tuotteita säilytetään siellä noin kolme vuotta. 
Nestemäiset tuotteet kerättiin kylmävarastosta 10 ml:n korkillisiin muovisiin koeputkiin 
(kuva 5b). Koeputkia säilytettiin laboratorion kylmähuoneessa noin +4 °C:ssa. 
Koottujen näytteiden ansiosta analyysin tekijän ei tarvinnut joka kerta erikseen hakea 
näytettä varastosta. 
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Kuva 5. (a) Jauhemaisten tuotteiden säilytys. (b) Nestemäisten tuotteiden säilytys. 
 
Lopullinen raportointi EFSA:lle tapahtuu, kun entsyymeistä on kerätty kaikki vaaditut 
tiedot. Elintarvike-entsyymejä rekisteröidään sitä mukaa, kuin niistä saadaan kerättyä 
kaikki tarvittavat tiedot. 
 
Prosessikuvausta voidaan jatkossa käyttää kaikkia entsyymituotteita koskevan 
säilyvyysseurannan käynnistämisessä ja ylläpitämisessä. Kaavio näyttää yleispiirteisesti 
huomioitavat asiat. Yrityksen sisäiseen käyttöön tehtiin lisäksi yksityiskohtainen kuvaus 
säilyvyysseurannan ylläpitämisestä. Tämä sisältää näytetietojen, tulosten kirjaamisen 
sekä aikataulun hallinnan. Yrityksen sisäisistä tiedostoista löytyy Excel-pohjiin luodut 
kalenterit sekä tulosten seuranta. Niitä voidaan tarvittaessa hyödyntää suoraan tai 
osittain seuraavassa säilyvyysseurannassa. 
7 Matemaattiset menetelmät 
 
7.1 Regressioanalyysi 
 
Entsyymin aktiivisuuden muutosta on tarkasteltu tekemällä tuotteille erä- tai 
määritysmenetelmäkohtaiset lineaariset regressioanalyysit. Regressioanalyysi on 
tilastollinen menetelmä, jota käytetään selvittämään muuttujan tai muuttujien ja 
vastemuuttujan riippuvuutta toisistaan (Holopainen & Pulkkinen: 261). Elintarvike-
entsyymituotteiden tapauksessa muuttujana on aika ja vastemuuttujana entsyymin 
aktiivisuus. Regressioanalyysiä käytettiin testaamaan erien välisten erojen 
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merkitsevyyttä elintarvike-entsyymituotteiden 1 ja 2 kohdalla. Vastaavasti elintarvike-
entsyymituotteen 3 kohdalla testattiin eri määritysmenetelmien välisiä eroja. Eroja 
tulkitaan luottamusvälien avulla sekä kulmakertoimen poikkeavuudella nollasta. 
 
Tilastomatematiikan oppeja noudattaen leikkauspisteiden välillä, ja kulmakertoimien 
välillä olevat erot eivät ole merkitseviä, jos luottamusvälit menevät osittainkin 
päällekkäin (Holopainen & Pulkkinen: 172). Poikkeama nollasta ei ole merkitsevä, jos 
kulmakertoimen luottamusväli sisältää nollan (Vehkalahti 2010: 4). 
 
Jos tuotteiden 1 ja 2 kohdalla erien väliset erot eivät ole merkitseviä, voidaan niistä 
tehdä yhteinen regressioanalyysi ja tarkastella yhden kulmakertoimen merkitsevyyttä, 
selitysastetta sekä residuaalien keskivirhettä. Jos erot ovat merkitseviä, tarkastellaan 
kulmakertoimia, selitysasteita ja residuaalien keskivirhettä eräkohtaisesti. Edellä 
mainitut tarkkailtavat luvut kertovat aktiivisuuden muutoksesta ja mahdollisesta 
laskusta. 
 
7.1.1 Regressiosuora 
 
Regressioanalyysistä saadaan yhtälö regressiosuoralle. Mallina on suora, joka kuvastaa 
aktiivisuuden muutosta: 
 
y = kx + b, k:n ollessa kulmakerroin ja b:n leikkauspiste. 
 
7.1.2 Selitysaste 
 
Selitysaste (R2) kuvastaa, kuinka monta prosenttia entsyymin aktiivisuuden vaihtelusta 
on selitettävissä ajan muutoksella (Holopainen & Pulkkinen: 278). Ihanteellinen 
selitysaste entsyymin aktiivisuuden seurannassa olisi nolla, mikä tarkoittaisi, että 
aktiivisuudessa ei ollut muutoksia eli tuote olisi stabiili. Selitysasteella ei tosin voida 
tulkita tulosten tilastollista merkitsevyyttä. 
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7.1.3 Mittatulosten yhteensopivuus mallin kanssa 
 
Vertaamalla residuaalin keskivirhettä koevirheeseen selvitetään mittaustulosten ja 
mallin yhteensopivuutta. Mahdollinen ero kertoisi yhteensopimattomuudesta mallin 
kanssa. (Laine 2007: 80.)  Koevirhe lasketaan neliöllisenä keskiarvona 
mittapistekohtaisesta keskihajonnasta. 
 
F-testisuure lasketaan yhteensopimattomuustestillä, lack of fit –testillä (Laine 2007: 80-
81). F-testisuureesta laskettavaa p-arvoa käytetään kuvaamaan virheen 
todennäköisyyttä, jos nollahypoteesi hylätään (Holopainen & Pulkkinen: 177). Lack of 
fit –testi perustuu regressioanalyysiin kaikista mittapistepistekohtaisista tuloksista. F-
testisuureen ollessa huomattavasti yli tai ali yhden se tarkoittaa mallin olevan 
epäsopiva (Laine 2007: 80).  
 
Mitä enemmän vapausasteita on, sitä pienemmät residuaalien keskivirheen ja 
koevirheen erot voidaan todentaa merkitseviksi. Vapausasteet kuvastavat vapaiden 
muuttujien lukumäärää testissä (Karjalainen 2010: 220). Yhteensopimattomuustestin 
F-testisuureella on kahdet vapausasteet, joiden laskukaavat ovat nähtävillä viitteestä 
(Laine 2007: 80). 
 
7.2 Toistettavuus ja uusittavuus 
 
Toistettavuudella tarkoitetaan kiinteiden olosuhteiden, kuten määrityslaitteiden ja 
ympäristön vakautta. Toistamalla määritys samoissa olosuhteissa rinnakkaisilla 
näytteillä saadaan tietoon täsmällisyys. Tässä tarkastellaan tulosten muodostumista eri 
näytteiden ja pitoisuuksien välillä vastaavanlaisissa olosuhteissa. (Ehder: 37.) 
 
Uusittavuudella tarkoitetaan määrityksen tekoa samasta näytteestä, mutta eri 
määrityslaitteiden ja tekijöiden välillä, eli tämä kuvastaa määritykseen liittyvää 
epävarmuutta (Ehder: 37). Uusittavuuden kautta on selitettävissä useimmiten suurin 
osa virhelähteistä (Laine: 13). 
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7.3 Mittausepävarmuus 
 
 
Roal Oy:ssa aktiivisuusmääritysmenetelmien mittausepävarmuus saadaan 
määrittämällä toistettavuus, uusittavuus ja bias-arvo. Sisäisen toistettavuuden hajonta 
saadaan saman päivän aikana suorittujen tulosten kautta. Laboratorion sisäisen 
uusittavuuden hajonta saadaan kontrollikorteista, kun useampi henkilö on tehnyt 
menetelmän mukaisen aktiivisuusmäärityksen. Bias-arvo kertoo tarkkuudesta, joka 
saadaan vertaamalla tuloksia yhden tai useamman muun laboratorion kanssa. 
Standardiepävarmuuksien neliösummat lasketaan yhteen ja summasta otetaan 
neliöjuuri. Laajennettu mittausepävarmuus saadaan kertomalla saatu luku kahdella. 
Menetelmien laajennettu mittausepävarmuus on noin 15 %. Rinnakkaisten tulosten 
tulee noudattaa laboratorion sisäistä laajennettua mittausepävarmuutta, joka on noin 
10 %. Menetelmäkohtaiset toimintarajat saadaan kertomalla menetelmäkohtainen 
keskihajonta kahdella. Näin menetelmästä riippuen toimintarajat asettuvat noin 5-15 % 
väliin. Jos tulokset eivät osu tilastollisesti määriteltyihin rajoihin, määritys tulee uusia. 
Uudet työntekijät pätevöityvät aktiivisuusmenetelmiin vertaamalla tuloksiaan sallittuun 
hajontaan.  (Eerola 2012.) 
 
7.4 Kontrollikortit 
 
Kontrollikorttien tarkoituksena on pitää määritysmenetelmien hajonta tiedossa sekä 
varmistaa yksittäisen määrityksen tuloksen luotettavuus. Vertailunäyte on 
aktiivisuusmäärityskohtaisesti aina sama, ja sen tuloksista pidetään kirjaa 
kontrollikortissa. Vertailunäyte toimi yhtenä näytteenä näytesarjassa, jossa oli myös 
säilyvyysseurantanäyte. Vertailunäytteen tuloksen tuli osua kontrollikortin asettamiin 
rajoihin, jolloin näytteenkin tulos katsottiin hyväksytyksi. 
 
Kontrollikorteissa sekä tuloksissa havaittavat hajonnat eri määritysmenetelmissä ovat 
selitettävissä tekijän vaihtumisella, käytetyillä reagensseilla sekä ympäristötekijöillä. 
Suurimman, tosin luonnollisen hajonnan tuloksiin tuo tekijän vaihtuminen. Vaikka 
määrityksen suorittaisi samoin ohjeen mukaisesti, tulos saattaa vaihdella eri 
henkilöiden välillä hyvinkin paljon. Tämä tarkoittaa, että toisilla menetelmillä on 
huonompi uusittavuus kuin toisilla. 
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Seurannan aikana saatuja tuloksia voidaan pitää luotettavina, koska tilastollisten 
kontrollikorttien johdosta tunnetaan menetelmäkohtaiset hajonnat. Tulokset 
elintarvike-entsyymien säilyvyydestä ovat käyttökelpoisia raportoitaviksi viranomaisille. 
8 Säilyvyystulokset 
 
Tulokset kirjattiin käsin laboratoriossa olevaan kansioon, WiLabLIMS-ohjelmaan sekä 
Exceliin. Tässä opinnäytetyössä on esitetty säilyvyystiedot tuotteista, jotka olivat 
valmiina aiemmasta seuranta-aineistosta, sekä vaiheita, joihin pisimmillään päästiin 
opinnäytetyön aikana. Elintarvike-entsyymien säilyvyysdatan keräämistä jatkettiin 
siihen asti, että kaikista tarvittavista nestemäisistä tuotteista on tiedot vähintään 12 
kuukaudelle ja jauhemaisista tuotteista 24 kuukaudelle. Tuotteiden säilyvyysajaksi on 
ilmoitettu aika, jolloin aktiivisuus laskee arvioiden mukaan 80–90 %:iin.  
 
Salassapidon vuoksi ei voida esittää, mistä tuotteesta mikäkin tulos oli. Tuotteet on 
nimetty elintarvike-entsyymituotteiksi ja eroteltu toisistaan numeroimalla. Aktiivisuuden 
muutokset on esitettynä prosentuaalisena muutoksena, koska absoluuttisia lukuja ei 
ole tarpeen esittää. Tuloksissa on esitetty aikaisemman seuranta-aineiston kaksi 
jauhemaista tuotetta ja opinnäytetyön aikana kertyneestä datasta yksi nestemäinen 
tuote. 
 
8.1 Aiemman seuranta-aineiston tuotteet 
 
Elintarvike-entsyymituotteet 1 ja 2 ovat aikaisemman seuranta-aineiston jauhemaisia 
tuotteita, ja niiden seuranta-aika oli kaksi vuotta. Tuotteista on tehty eri 
aktiivisuusmääritykset eli niistä seurattiin eri entsyymien aktiivisuutta. Lähtökohtana oli, 
että entsyymiaktiivisuus pysyisi samana, jolloin tuotteen säilyvyys olisi hyvä. 
Tarkasteltaessa tulosten esittelyä kuvaajan muodossa on molemmissa tuotteissa 
havaittavissa aktiivisuuden muutoksia. Elintarvike-entsyymituotteessa 1 aktiivisuus ei 
silmin havaittavasti laskenut seurantajaksojen aikana. Elintarvike-entsyymituotteessa 2 
aktiivisuuden lasku on havaittavissa varsin selkeästi. 
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8.1.1 Elintarvike-entsyymituote 1 
 
Elintarvike-entsyymituotteen 1 säilyvyyden mittaukset tehtiin vuosina 2003–2005. 
Seurannassa oli 17 mittapistettä. Tuotteesta seurattiin kolmea tuote-erää, ja kuvassa 6 
on piirretty tulokset aktiivisuuden muutoksena eräkohtaisiin keskiarvoihin nähden.  
 
 
Kuva 6. Elintarvike-entsyymituotteen 1 eräkohtaiset aktiivisuuden muutokset eräkohtaisiin 
keskiarvoihin nähden. 
 
Liitteenä 1 on taulukko, jossa elintarvike-entsyymituotteen 1 tulokset on eräkohtaisesti 
prosentteina ilmaistuina. Aktiivisuuden muutokset on laskettu eräkohtaisiin 
keskiarvoihin nähden. 
 
8.1.2 Elintarvike-entsyymituote 2 
 
Säilyvyyden mittaukset tehtiin vuosina 2007–2008. Seurannassa oli 10 mittapistettä. 
Tuotteesta seurattiin kolmea tuote-erää, ja kuvassa 7 on piirretty tulokset aktiivisuuden 
muutoksena eräkohtaisiin keskiarvoihin nähden.  
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Kuva 7. Elintarvike-entsyymituotteen 2 eräkohtaiset aktiivisuuden muutokset eräkohtaisiin 
keskiarvoihin nähden. 
 
Liitteenä 1 on taulukko, jossa elintarvike-entsyymituotteen 2 tulokset on eräkohtaisesti 
prosentteina ilmaistuina. Aktiivisuuden muutokset on laskettu eräkohtaisiin 
keskiarvoihin nähden. 
 
8.2 Elintarvike-entsyymituote 3 
 
Nestemäisestä elintarvike-entsyymituotteesta seurattiin kahta eri entsyymiaktiivisuutta 
eri määritysmenetelmillä, koska tuote on valmistettu sekoittamalla kahden eri kannan 
tuottamia entsyymejä. Siitä on määritettynä mittapisteet 9 kk:n kohdalle. Tulokset on 
esitetty kuvassa 10 yhdessä regressioanalyysin tulosten kanssa kohdassa 9.3 
Elintarvike-entsyymituote 3. 
 
Taulukossa 2 on esitetty nestemäisen elintarvike-entsyymituotteen aktiivisuustulokset 
prosentteina määritysmenetelmäkohtaisiin tuloksien keskiarvoihin nähden. Tuloksissa 
on havaittavissa hajonnasta johtuvaa muutosta. 
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Taulukko 2. Elintarvike-entsyymituotteen 3 aktiivisuustulokset. 
Aktiivisuus -% 
Määritysmenetelmä 1 2 
Aika (kk)     
0 114,0 % 97,4 % 
3 87,3 % 100,5 % 
7 98,1 % - 
8 - 97,1 % 
9 100,6 % 105,1 % 
 
9 Tulosten käsittely ja tulkinta 
 
9.1 Elintarvike-entsyymituote 1 
 
Regressioanalyysin ensimmäisenä tavoitteena oli tutkia, onko erien välillä merkitsevä 
ero aktiivisuuden muutoksessa. Hypoteeseina olivat: 
 
H0: Leikkauspisteiden välillä ei ole merkitsevää eroa 
H0': Kulmakertoimien välillä ei ole merkitsevää eroa 
H0'': Kulmakerroin on nolla 
 
H1: Leikkauspisteiden välillä on merkitsevä ero 
H1': Kulmakertoimien välillä on merkitsevä ero 
H1'': Kulmakerroin poikkeaa nollasta 
 
Regressioanalyysi tehtiin Excelin Regression-työkalulla. Alla olevaan taulukkoon 3 on 
kerätty luvut, joita tarvitaan aktiivisuuden muutoksen tulkintaan. 
 
Taulukko 3. Elintarvike-entsyymituotteen 1 eräkohtaiset regressioanalyysin luottamusvälit, 
selitysasteet (R2) sekä residuaalien keskivirhe. 
  Luottamusväli 95 %   Residuaalien 
  Leikkauspiste Kulmakerroin R2 keskivirhe 
Erä 1 0,9789 1,1048 -0,0101 0,0010 0,1714 0,0725 
Erä 2 0,9386 1,0804 -0,0072 0,0052 0,0083 0,0816 
Erä 3 0,9389 1,0837 -0,0076 0,0051 0,0113 0,0833 
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Taulukosta 3 on havaittavissa, että erien väliset leikkauspisteiden erot eivät ole 
merkitseviä. Erien välisten kulmakertoimien erot eivät myöskään ole merkitseviä 
eivätkä poikkeamat nollasta. Tämän perusteella ei voida hylätä nollahypoteeseja. 
Tilastollinen merkitsemättömyys tarkoittaa erien välisen pienen vaihtelun olevan 
selitettävissä satunnaisvaihtelulla. Selitysasteen mukaan vain pieni prosentti 
aktiivisuuden muutoksesta on selitettävissä ajan kulumisella. 
 
Seuraavaksi erille tehtiin yhteinen regressioanalyysi. Yhdistetystä regressioanalyysistä 
saadaan luotettavampi tulos tuotteen säilyvyydestä. Kulmakerroin antaa tällöin 
luotettavamman arvion aktiivisuuden muutoksesta. Regressioanalyysistä saatiin 
taulukossa 4 nähtävissä olevat tulokset. 
 
Taulukko 4. Elintarvike-entsyymituotteen 1 erien yhteisen regressioanalyysin luottamusvälit, 
selitysasteet (R2) sekä residuaalien keskivirhe. 
  Luottamusväli 95 %   Residuaalien 
  Leikkauspiste Kulmakerroin R2 keskivirhe 
Erät 1,2,3 0,9846 1,0572 -0,0055 0,0009 0,0405 0,0768 
 
Alla on esitettynä regressiosuoran yhtälö: 
 
y = -0,0023x + 1,0209 (1) 
 
Tulkitsemalla luottamusvälejä voidaan todeta, että kulmakertoimen poikkeavuus 
nollasta ei ole merkitsevä, koska luottamusväli sisältää nollan. Kuvassa 8 on esitetty 
mallin 1 antamien arvojen mukaan lasketut tulokset sekä todelliset mittaustulokset, 
joissa aktiivisuuden muutokset on esitetty keskiarvoon nähden. Mittapistekohtaiset 
keskiarvot on laskettuna liitteessä 1. 
29 
 
 
Kuva 8. Elintarvike-entsyymituotteen 1 mittaustulokset laskettuna kolmen erän keskiarvoon 
verrattuna sekä mallilla lasketut tulokset ajan funktiona. 
 
Mallin 1 kulmakertoimesta voidaan todeta regressiosuoran antama aktiivisuuden 
muutoksen suunta, joka näyttää olevan laskeva. Kuvassa 8 aktiivisuuden muutoksen 
suuntaa ei voida päätellä mittapisteistä piirretystä kuvaajasta, mutta lisätty 
regressiosuora saa sen mallin mukaisesti näyttämään laskevalta. Kulmakertoimen 
luottamusvälin avulla voidaan todeta, että aktiivisuuden muutos ei ollut merkitsevä. 
Tilastollinen merkitsemättömyys kumoaa ajatuksen, että suunta olisi todellisuudessa 
laskeva ja sitä voidaan näin selittää mittatulosten hajonnalla. 
 
Mittaustulosten ja lineaarisen mallin yhteensopivuutta testattiin vertaamalla 
residuaalien keskivirhettä ja koevirhettä keskenään. Nollahypoteesina on, että 
koevirheellä ja residuaalinen keskivirheellä ei ole merkitsevää eroa. Vaihtoehtoisen 
hypoteesin mukaan niiden välillä on merkitsevä ero. Residuaalien keskivirhe oli noin 
0,077 (taulukko 4) ja koevirheeksi saatiin noin 0,039 (liite 2). Koevirheen laskemiseen 
käytettiin toistomittauksia eli jokaisesta mittapisteestä kolmen erän tulosta, ei niiden 
keskiarvoa. Residuaalien keskivirheen ja koevirheen eroa kuvaavan F-testisuureen 
tuloksena oli noin 10 (liite 3) ja F-testisuureen voidaan todeta olevan huomattavasti yli 
yhden. p-arvoksi saatiin 1,62x10-8 (liite 3), jonka perusteella voitiin hylätä 
nollahypoteesi ja todeta eron olevan erittäin merkitsevä (liite 3). 
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Verratessa residuaalien keskivirhettä ja koevirhettä suoraan toisiinsa ei niissä 
vaikuttanut olevan silmämääräisesti merkitsevää eroa. Niissä kuitenkin oleva 
merkitsevä ero on selitettävissä vapausasteiden suurella määrällä. 
 
Yleisesti residuaalien keskivirheen ja koevirheen välinen merkitsevä ero tarkoittaisi, että 
malli ei ole sopiva. Tässä tapauksessa yhteensopimattomuuden tulkintaan voidaan 
kiertää. Katsomalla kuvaa 8 huomataan, että tulokset eivät näytä noudattavan mitään 
selvää trendilinjaa. Sen kautta ymmärretään merkitsevän eron aiheutuvan tuloksien 
huonosta uusittavuudesta verrattuna siihen, että se todellisuudessa johtuisi mallin 
sopimattomuudesta. 
 
Yhtenä mahdollisuutena oli, että aktiivisuuden muutos olisi ollut merkitsevää 
epälineaarisella trendillä. Tulosdata ei kuitenkaan noudata selkeästi tunnettuja 
trendejä. Yleisesti käytetty lineaarisen suora olisi antanut aktiivisuuden muutoksesta 
vajaan tulkinnan. Se olisi kyllä näyttänyt arvion aktiivisuuden muutoksen suunnasta, 
mutta se ei olisi kertonut oliko aktiivisuuden muutos merkitsevä.  
 
Jos erien väliset erot olisivat olleet merkitseviä, se olisi tarkoittanut, että tuote-erien 
välillä on säilyvyydessä merkittäviä eroja. Tämä taas tarkoittaisi entsyymin tuoton tai 
tuotteen valmistuksen olevan epätasalaatuista. Tuloksissa esiintyvää hajontaa on 
selvitetty kohdassa 7.3 Mittausepävarmuus sekä 9.4 Tulosten hajonta. 
 
9.2 Elintarvike-entsyymituote 2 
 
Regressioanalyysin tavoitteena oli tutkia erien erojen merkitsevyyttä samoin kuin 
elintarvike-entsyymituotteessa 1. Eräkohtaisesta regressioanalyysistä saatiin taulukossa 
5 nähtävissä olevat tulokset. 
 
Taulukko 5. Elintarvike-entsyymituotteen 2 eräkohtaiset regressioanalyysin luottamusvälit, 
selitysasteet (R2) sekä residuaalien keskivirhe. 
  Luottamusväli 95 %   Residuaalien 
  Leikkauspiste Kulmakerroin R2 keskivirhe 
Erä 1 1,0146 1,0774 -0,0081 -0,0026 0,7156 0,0283 
Erä 2 1,0008 1,1119 -0,0114 -0,0017 0,5464 0,0501 
Erä 3 1,0035 1,1558 -0,0159 -0,0026 0,5614 0,0686 
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Luottamusväleistä huomataan, että erien väliset erot eivät ole merkitseviä, mutta 
poikkeamat nollasta ovat merkitseviä, koska luottamusvälit eivät sisällä nollaa. Osittain 
päällekkäisistä leikkauspisteiden luottamusväleistä voidaan vahvistaa erien välisen 
vaihtelun olevan satunnaisvaihtelua. Tuotteen erät olivat säilyvyyden suhteen 
tasalaatuisia, vaikka jokaisessa on havaittavissa aktiivisuuden laskua. Vertaamalla 
elintarvike-entsyymituotteiden 1 ja 2 selitysasteita (taulukot 3 ja 5) huomataan sen 
olevan tässä moninkertaisesti suurempi. 
 
Tekemällä eristä yhdistetty regressioanalyysi saatiin tarkennettua aktiivisuuden 
muutosta. Taulukossa 6 on esitettynä yhteisen regressioanalyysin tulokset. 
 
Taulukko 6. Elintarvike-entsyymituotteet 2 erien yhteisen regressioanalyysin luottamusvälit, 
selitysasteet (R2) sekä residuaalien keskivirhe. 
  Luottamusväli 95 %   Residuaalien 
  Leikkauspiste Kulmakerroin R2 keskivirhe 
Erät 1,2,3 1,0325 1,0888 -0,0095 -0,0046 0,5502 0,0495 
 
Regressiosuoran yhtälöksi saatiin seuraava: 
 
y = -0,0070x +1,0607 (2) 
 
Kuvassa 9 on esitettynä mallin 2 antamien arvojen mukaan laskettu tulokset sekä 
todelliset mittaustulokset, joissa aktiivisuuden muutokset on esitetty keskiarvoon 
nähden. Mittapistekohtaiset keskiarvot on laskettuna liitteessä 1. 
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Kuva 9. Elintarvike-entsyymituotteen 2 mittaustulokset laskettuna kolmen erän keskiarvoon 
verrattuna sekä mallilla lasketut tulokset ajan funktiona. 
 
Taulukosta 6 on huomattavissa, että kulmakertoimen luottamusväli ei sisällä nollaa, 
jolloin sen poikkeama nollasta on merkitsevä. Tilastollinen merkitsevyys vahvistaa, että 
muutos johtuu pääasiassa ajan muutoksesta eikä satunnaisvaihtelusta. Myös kuvasta 9 
on havaittavissa aktiivisuuden lasku seurannan aikana. Näiden perusteella voidaan 
todeta tuotteen aktiivisuuden laskevan mallin 2 mukaisesti. Selitysastetta tulkitsemalla 
voidaan todeta entsyymin aktiivisuuden vaihtelusta yli 50 %:n olevan selitettävissä 
ajan kululla. Tarkasteltaessa aktiivisuuden muutosta ajanhetkellä 24 kk voidaan sen 
todeta laskeneen noin 17 %. Tämä tarkoittaa, että tuotteen aktiivisuus ei ole laskenut 
alle ilmoitetun 80–90 %:n eli tuotteen voidaan todeta olleen riittävän stabiili. Tuotteen 
aktiivisuuden muutos tietylle ajanhetkelle on laskettu tilastollisesti merkitsevästä 
suorasta kertomalla aika kulmakertoimella. 
 
9.3 Elintarvike-entsyymituote 3 
 
Regressioanalyysillä selvitettiin, ovatko aktiivisuuden muutokset merkitseviä 
määritysmenetelmästä riippuen. Taulukossa 7 on esitettynä regressioanalyysin tulokset 
sekä sen alla regressiosuorien yhtälöt. 
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Taulukko 7. Elintarvike-entsyymituotteen 3 aktiivisuusmäärityskohtaiset regressioanalyysin 
luottamusvälit, selitysasteet (R2) sekä residuaalien keskivirhe. 
  Luottamusväli 95 %   Residuaalien 
  Leikkauspiste Kulmakerroin R2 keskivirhe 
Määritys 1 0,5855 1,5039 -0,0873 0,0685 0,1189 0,1264 
Määritys 2 0,8336 1,1219 -0,0188 0,0277 0,2532 0,0397 
 
Määritysmenetelmä 1 y = -0,0094x + 1,0447 (3) 
 
Määritysmenetelmä 2 y = 0,0044x + 0,9778 (4) 
 
Regressiosuorien yhtälöistä piirrettiin kuvaaja, jossa on nähtävillä mallien 3 ja 4 avulla 
lasketut tulokset sekä todelliset mittaustulokset määritysmenetelmäkohtaisesti (kuva 
10). 
 
 
Kuva 10. Elintarvike-entsyymituotteen 3 mittaustulokset sekä malleilla lasketut tulokset ajan 
funktiona. 
 
Taulukosta 7 on havaittavissa, että luottamusvälit menevät päällekkäin, mistä on 
pääteltävissä, että menetelmien välillä ei ole merkitsevää eroa. Selitysasteen mukaan 
aktiivisuuden muutos on huonosti selitettävissä ajan kulumisella esimerkiksi verrattuna 
elintarvike-entsyymituotteeseen 2. Residuaalien keskivirheestä voidaan huomata 
menetelmässä 1 olevan suurempi hajonta kuin menetelmässä 2, mikä on lisäksi 
havaittavissa kuvasta 10.  
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Tarkasteltaessa mallin 4 kulmakerrointa on havaittavissa aktiivisuuden nousua. 
Taulukosta 7 on kuitenkin havaittavissa kulmakertoimen luottamusvälin sisältävän 
nollan määritysmenetelmän 2 kohdalla. Tämä tarkoittaa, että aktiivisuuden muutos ei 
ole merkitsevää ja on selitettävissä satunnaisvaihtelusta johtuvasta hajonnasta. Tässä 
vaiheessa tuloksista oli vähän mittapisteitä, mutta todennäköisesti aktiivisuus tasoittuu 
laskevalle suoralle, kun mittapisteitä saadaan enemmän.  
 
9.4 Tulosten hajonta 
 
Elintarvike-entsyymituotteiden 1, 2 ja 3 aktiivisuuden määrittämiseen käytettiin neljää 
eri määritysmenetelmää. Näiden menetelmien hajonta on tiedossa kontrollikorttien 
kautta. Määritysmenetelmäkohtaiset keskihajonnat on laskettu suuresta määrästä 
vertailunäytteen tuloksia. Taulukossa 8 on näytetty näiden suhteelliset keskihajonnat 
sekä suluissa residuaalien suhteelliset keskivirheet. 
 
Taulukko 8. Aktiivisuusmääritysmenetelmien suhteellinen keskihajonta. Suluissa on 
merkittynä residuaalien suhteellinen keskivirhe. 
Menetelmien suhteellinen keskihajonta   
Menetelmä 1 2 3 4 
Tuote 1     7,3 (7,7)   
Tuote 2       3,8 (5,0) 
Tuote 3 3,5 (12,6) 2,6 (4,0)     
 
Tuotteen 1 menetelmässä on suurin hajonta, mikä on myös havaittavissa residuaalien 
suhteellisesta keskivirheestä. Tuotteen 2 kohdalla suhteellinen keskihajonta ja 
residuaalien suhteellinen keskivirhe olivat melko samaa luokkaa. Tuotteen 3 
residuaalien suhteelliset keskivirheet ovat suuria keskihajontaan nähden, erityisesti 
menetelmän 1 kohdalla. Tämä kertoo, että seurannassa on kerättävä runsaasti 
tuloksia, tarpeeksi tiheällä mittausvälillä. Näin hajonnasta johtuva tulosten välinen ero 
ei pääse korostumaan. Menetelmän luonteesta johtuvaa hajonnan minimoimista on 
käsitelty alla kohdassa 9.5 Virhelähteiden tunnistus ja minimoiminen. 
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9.5 Virhelähteiden tunnistus ja minimoiminen 
 
Menetelmien hajontaa voidaan vähentää selvittämällä virhelähteet. Kun saadaan 
selville suurin virhekomponentti, sen minimoiminen saattaa vaikuttaa suuresti 
hajontaan. Menetelmän toistettavuus ja uusittavuus tuottavat mahdollisesti virhettä 
tuloksiin. Konkreettisia ilmentymiä näille saattavat olla näyte, näytteenotto sekä 
määritysmenetelmän laitteet ja välineet. Näytteen tulisi olla mahdollisimman edustava 
ja tasalaatuinen joka kerta. Määritysmenetelmän laitteiden ja välineiden puhtaus ja 
ajantasaisuus ovat oleellisia toistettavuuden kannalta. Ympäristöstä aiheutuvia eroja 
voidaan minimoida määrittämällä aktiivisuus samoilla laitteistoilla laboratorion sisällä. 
 
Määrityksissä suurimman virhelähteen muodostaa uusittavuus, erityisesti eri 
henkilöiden välillä ilmenevä ero tuloksissa, kuten kohdassa 7.4 Kontrollikortit on 
esitetty. Uusittavuutta on mahdollista parantaa kehittämällä automatisoituja tapoja 
suorittaa aktiivisuusmenetelmiä. Automatisoituja laitteistoja voidaan ohjelmoida 
suorittamaan joitakin osia määrityksistä. 
 
Hajontaa voidaan lisäksi pienentää hyödyntämällä kontrollikortteja. Käyttämällä näistä 
saatavaa korjauskerrointa tuloksen muokkauksessa voidaan tulos pyöristää sen 
todelliselle tasolle. Korjauskerroin saadaan vertaamalla määrityksessä saatua 
vertailuarvoa kontrollikortin keskimääräiseen tulokseen. On hankala sanoa, johtuuko 
hajonta määritysmenetelmän todellista luonteesta vai satunnaisvaihtelusta. 
Satunnaisvaihtelusta johtuvaa tulosta ei tulisi muokata, koska se heikentää tuloksen 
oikeellisuutta. 
 
9.6 Hyödynnettävyys 
 
Jos mallin todetaan ennustavan aktiivisuuden muutosta luotettavasti, voidaan sen 
avulla mahdollisesti laskea tietystä ajanhetkestä seuranta-ajan loppuun tapahtuvaa 
aktiivisuuden muutosta. Mitä enemmän mittapisteitä on suurella aikavälillä, sitä 
luotettavampi on malli. Parantamalla menetelmien uusittavuutta saadaan pienennettyä 
hajontaa ja luotettavampi arvio mallista. 
 
Mallin avulla ennustettu aktiivisuuden muutos säästää aikaa ja resursseja, kun 
aktiivisuusmäärityksiä voidaan tehdä aikaisempaa vähemmän. Voitaisiinko mahdollisesti 
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seuraava, kaikkia tuotteita koskeva seuranta, toteuttaa käyttämällä malleja apuna? 
Tähän tulisi sisältyä virherajojen laskeminen mallin antamille tuloksille. Tosin on 
mahdollista, että virherajoista tulisi käyttökelvottoman suuret. 
 
Asiakkaille ilmoitetun säilyvyysajan aikana aktiivisuuden on arvioitu laskevan 80–90 
%:iin alkuperäisestä. Jos tuotteen voidaan todeta säilyvän stabiilina tätäkin pidempään, 
voidaan sille mallin avulla ennustaa ajanhetki, jolloin aktiivisuus laskee alle 80–90 %:n. 
Näin voidaan mahdollisesti arvioida, kuinka kauan ilmoitetun säilyvyysajan jälkeen 
tuote on käytettävissä. Tässä on toki otettava huomioon tuotteen mikrobiologinen 
säilyvyys ja muut pilaantumista aiheuttavat reaktiot, kuten härskiintyminen. 
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10 Yhteenveto 
 
Opinnäytetyössä luotiin seurantajärjestelmä elintarvike-entsyymituotteiden säilyvyyden 
seurantaan ja tulkittiin tuotteiden säilyvyyttä kuvaavaa entsyymiaktiivisuuden 
muutosta. Säilyvyysseurannan käynnistäminen ja ylläpito oli luotava alusta pitäen, 
koska valmista pohjaa ei ollut. Säilyvyysseurannan ylläpitoa varten tehtiin ohjeistus, 
jossa kerrotaan yksityiskohtaisesti vastuuhenkilön toimenkuva. Toimenkuvaan kuuluu 
aikataulun ylläpito ja näytetietojen sekä tulosten kirjaaminen. 
 
Opinnäytetyöhön valittiin esitettäväksi aikaisemman seurannan tuloksia, jotta saatiin 
havainnollistettua, mihin säilyvyysseurannalla pyrittiin. Lisäksi seurannasta esitettiin 
hieman erilainen tuote, josta seurattiin kahta eri entsyymiaktiivisuutta. Tämä tuote 
havainnollisti samalla sen, mihin asti seurannassa päästiin opinnäytetyön aikana. 
Lisäksi se osoitti hyvin, kuinka tärkeää on saada kattava määrä mittapisteitä, jotta 
tuloksista voidaan tehdä luotettavia johtopäätöksiä. 
 
On ymmärrettävä, että hajonnasta johtuva aktiivisuuden vaihtelu ei välttämättä 
tarkoittanut aktiivisuuden todellista laskua tai muuten huonoa tulosta. Tuotteiden 
säilyvyys määritettiin regressioanalyysillä, jolla pystyttiin tarkastelemaan aktiivisuuden 
muutosta. 
 
Vertaamalla elintarvike-entsyymituotteiden 1 ja 2 tuloksia voidaan todeta 
regressioanalyysin mallin näyttävän molempien aktiivisuuksien laskeneen 
seurantajakson aikana. Tuotteen 1 aktiivisuuden lasku ei kuitenkaan ollut merkitsevää, 
vaan sen todettiin johtuneen satunnaisista tekijöistä. Tuotteen 2 kohdalla sitä vastoin 
aktiivisuuden lasku oli merkitsevää ja sen voitiin todeta johtuneen ajan kulumisesta. 
Tuotteen 2 aktiivisuus ei kuitenkaan laskenut yli säilyvyydeksi ilmoitetun rajan. 
 
Elintarvike-entsyymituotteen 3 kohdalla voitiin havaita, että kahdella eri 
aktiivisuudenmääritysmenetelmällä ei ollut merkitsevää eroa. Aktiivisuuden 
lisääntymistä kuvaavasta suorasta voitiin todeta, että muutos ei ollut merkitsevää ja 
todennäköisesti tulokset muokkaavat suoran suunnan laskevaksi, kun mittapisteitä 
saadaan määritettyä enemmän. Nousevan aktiivisuuden vaikutelma on selitettävissä 
tulosten hajonnalla. 
 
38 
 
Tämän opinnäytetyön suoritus luo edellytykset jatkotoimintaan neljällä eri osa-alueella: 
 
1) Säilyvyystietojen hyödyntäminen entsyymien teknisten ominaisuuksien alle 
raportoitaessa EFSA:lle. 
2) Yrityksen sisäinen entsyymituotteiden muokkaus formuloinnin kautta, kun 
tuotteiden todellinen säilyvyys on tiedossa. Formulointi keskittyy muokkaamaan 
valmiin tuotteen ominaisuuksia. 
3) Mahdollisesti säilyvyystietojen tarkentaminen asiakkaille. 
4) Käytännön tietojen hyödyntäminen tulevissa säilyvyysseurannoissa. Yritys saa 
sisäisesti käyttöönsä valmiin pohjan seurannan ylläpitämisestä. Lisäksi 
opinnäytetyö antaa näkemyksiä mallintamisen sovelluksista. 
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Aiemman seuranta-aineiston aktiivisuustulokset 
 
Aiemman seuranta-aineiston elintarvike-entsyymituotteiden 1 ja 2 eräkohtaiset 
aktiivisuustulokset eräkohtaiseen keskiarvoon nähden sekä mittapistekohtaiset 
keskiarvot laskettuna kaikkien mittapisteiden keskiarvoon nähden. Aktiivisuuden 
muutokset ilmaistuna prosentteina salassapidon vuoksi. 
 
Aiemman seuranta-aineiston elintarvike-entsyymituotteen 1 tulokset. 
Aktiivisuus -%       
Erä 1 2 3 ka. 
Aika (kk)         
0 102,3 % 97,7 % 93,2 % 98,0 % 
1 92,2 % 92,3 % 87,8 % 90,9 % 
2 101,3 % 100,5 % 96,8 % 99,7 % 
3 93,1 % 86,7 % 96,2 % 91,8 % 
4 106,8 % 106,9 % 110,2 % 107,9 % 
5 105,9 % 112,4 % 111,3 % 109,8 % 
6 102,3 % 102,3 % 96,7 % 100,6 % 
7 108,6 % 100,5 % 98,9 % 102,9 % 
8 109,6 % 114,2 % 114,4 % 112,7 % 
9 112,3 % 106,0 % 106,0 % 108,2 % 
10 91,3 % 86,0 % 93,1 % 90,0 % 
11 95,9 % 100,5 % 110,2 % 101,8 % 
12 104,1 % 106,0 % 98,3 % 103,0 % 
15 103,2 % 102,3 % 104,4 % 103,2 % 
18 94,0 % 93,2 % 100,5 % 95,7 % 
21 85,8 % 94,1 % 89,6 % 89,8 % 
24 91,3 % 98,7 % 92,3 % 94,2 % 
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Aiemman seuranta-aineiston elintarvike-entsyymituotteen 2 tulokset. 
Aktiivisuus -%       
Erä 1 2 3 ka. 
Aika (kk)         
0 107,8 % 108,0 % 110,9 % 108,8 % 
1 104,1 % 105,7 % 112,7 % 107,4 % 
2 102,0 % 107,8 % 109,9 % 106,4 % 
4 104,7 % 106,9 % 108,7 % 106,7 % 
6 99,8 % 99,0 % 96,5 % 98,5 % 
8 102,0 % 96,2 % 93,2 % 97,3 % 
10 95,2 % 93,5 % 90,5 % 93,1 % 
12 97,0 % 97,8 % 96,0 % 96,9 % 
19 91,8 % 86,9 % 85,0 % 88,0 % 
24 95,8 % 98,3 % 96,5 % 96,8 % 
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Hajonnan neliöllinen keskiarvo 
 
Elintarvike-entsyymituotteen 1 hajonnan neliöllisen keskiarvon laskeminen. 
 
Keskihajonta, Excelissä STDEV Hajonnan neliöllinen keskiarvo, koevirhe 
 
   √
∑ (    ̅) 
 
   
   
      √
  
    
      
 
 
 √
∑   
  
   
 
  
  
 ̅ = havaintoarvojen keskiarvo 
n = havaintoarvojen lukumäärä 
 
Elintarvike-entsyymituotteen 1 keskihajonnat. Laskettu mittapistekohtaisesti  
kolmesta erästä. 
Aika (kk) S 
  0 0,0451 
  1 0,0258 
  2 0,0241 
  3 0,0484 
  4 0,0196 
  5 0,0346 
  6 0,0322 
  7 0,0523 
  8 0,0275 
  9 0,0363 
  10 0,0373 
  11 0,0734 
  12 0,0401 
  15 0,0103 
  18 0,0399 
  21 0,0414 
  24 0,0399 
  
   
 
   
    
    
       
  = 0,0264 
 
msS = √
       
  
 = 0,0394   
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F-testisuure sekä p-arvo ja sen tulkinta 
 
F-testisuureen (FLOF) laskeminen elintarvike-entsyymituotteen 1 residuaalien 
keskivirheelle ja koevirheelle. Taulukossa on esitettynä suureet, joita käytettiin F-
testisuureen laskemiseen. F-testisuureesta laskettiin p-arvo. 
 
Suuret, jotka tarvitaan laskemaan F-testisuure. 
Lyhenne Merkitys Kaava Tulos 
dfE Koevirheen vapausasteet 17*(3-1) 34 
MSE Koevirheen keskineliösumma eli varianssi msS^2 0,0016 
SSE Koevirheen neliösumma dfE*MSE 0,0529 
dfR Residuaalien vapasasteet Regression tulostuksesta 49 
SSR Residuaalien neliösumma Regression tulostuksesta 0,2888 
SSLOF Yhteensopimattomuusneliösumma SSR – SSE 0,2359 
dfLOF Yhteensopimattomuusneliösumman vapausasteet dfR-dfE 15 
MSLOF Yhteensopimattomuuskeskineliösumma SSLOF/dfLOF 0,0157 
 
     
     
   
  
      
      
 = 10,1091 
 
p-arvo 
 
Excelissä FDIST(F;dfLOF;dfE) = FDIST(10,1091;15;34) = 1,62E-08 
 
p-arvojen tilastollinen merkitsevyys (Karjalainen 2010: 221): 
 
≤ 0,05 ja > 0,01 tilastollisesti melkein merkitsevä 
≤ 0,01 ja > 0,001 tilastollisesti merkitsevä 
≤ 0,001  tilastollisesti erittäin merkitsevä 
 
 
 
